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SaZetak

Nastojanje suvremene prehrambene industrije je Sto ucinkovitije isko-
ristiti organske ostatke nastale preradom sirovina u prodajne proiz-
vode. Primjer takvog organskog ostatka je i uljna pogaca, koja zaostaje
nakon ekstrakcije ulja iz sjemenki lana, a zbog svog sastava proteina
predstavija potencijalnu sirovinu za primjenu u tehnologiji uzgoja stan-
ica. Stoga je iz uljne pogace lana izoliran proteinski izolat te je ispitan
njegov utjecaj na rast CHO-E i HEK-293T stanicnih linija, kao i na
produktivnost CHO-E stanicne linije. Dokazano je da dodatak pro-
teinskog izolata u hranjivi medij u vrlo niskim koncentracijama (0,1
g Li/ili 0,2 g L) ima pozitivan ucinak na rast obje stanicne linije,
kao i na produktivnost CHO-E stanicne linije. Medutim, dodatak vecih
koncentracija izolata od navedenih ne utjece pozitivno na rast obje
stanicne linije, odnosno na njih djeluje inhibitorno.

Kljucéne rijec¢i: uljna pogaca lana, proteinski izolat, re-

kombinantni protein, kulture stanica

Uvod

Abstract

Many industries are looking for efficient exploitation of organic resi-
dues from various domain of agriculture and food manufacturing. An
example of such organic residue is the oil cake, which remains after
extraction of oil from flaxseeds, and due to its protein composition, is
a potential raw material for use in cell culture technology. Therefore,
after the isolation of a protein isolate from flaxseed oil cake, its effect
on the growth and productivity of the CHO-E cell line as well as on the
growth of the unproductive HEK-293T cell line was examined. Addition
of protein isolate to the nutrient medium at very low concentrations (0.1
gL' and/or 0.2 g L) has been shown to have a positive effect on the
growth of both cell lines as well as on the productivity of the CHO-E
cell line. However, the addition of isolates at concentrations higher
than above mentioned exhibits cell growth inhibition.

Keywords: flaxseed oil cake, protein isolate, recombinant

protein, cell cultures

Za uspjeSan rast, proliferaciju i produktivnost kulture stanica u in vitro uvjetima nuzno je osigurati optimalne uvjete mikrookolisa. Uz parametre
poput odgovarajuce temperature, pH i sastava zraka, stanicama je potreban i odgovarajuéi hranjivi medij. Stoga medij za uzgoj sadrzava hranjive
tvari poput ugljikohidrata, soli, lipida, aminokiselina, vitamina te hormona (Moraes i sur. 2008). Kako bi se postigli §to povoljniji uvjeti za rast
stanica uobicajeno je da se u hranjivi medij dodaje i serum Zivotinjskog podrijetla (5-20%) koji predstavlja izvor dodatnih nutrijenata kao i vaznih
regulatornih faktora i faktora rasta (Babcock i sur. 2010). Medutim, posljednjih 30-ak godina nastoji se izbjegavati dodavanje seruma u medij
za uzgoj zbog nekih negativnih strana njegove primjene. Serum ima nedovoljno definirani sastav, potencijalni je izvor bioloskih kontaminanata
(gljivice, virusi, prioni), a njegovo koriStenje otezava prociS¢avanja konacnog proizvoda. Stoga znanstvenici pokusavaju pronaci odgovarajuce
zamjene za serum (Chabanon i sur. 2008).

Propisani regulatorni zahtjevi zabranjuju koristenje komponenti Zivotinjskog podrijetla u biotehnoloskim proizvodnim procesima s kulturama
stanica, pa se kao najbolja alternativa serumu sve vise istiCe primjena proteina i peptida biljnog podrijetla (Farges-Haddani i sur. 2006). Uljne
pogace, koje zaostaju nakon ekstrakcije ulja sjemenki, a sadrze znacajne koncentracije proteina i bioloski aktivnih spojeva, imaju veliku mo-

sada koristile kao stocna hrana ili gnojivo ili su iz njih izolirani proizvodi s dodanom vrijedno$c¢u kao $to su enzimi, antibiotici, biopesticidi,
vitamini i bioloski aktivni metaboliti (Ramachandran i sur. 2007).

(Gutiérrez i sur. 2010), bundeve (Peric¢in i sur. 2009), konoplje (Tang i sur. 2009) te pogace lana (Nwachukwu i Aluko 2018). Nadalje, ispitani su
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ucinci razli¢itih proteinskih hidrolizata biljnog podrijetla na proliferaci-
ju zivotinjskih stanica te prinos i kvalitetu rekombinatnog proizvoda
(Kim i Lee 2009; Babcock i sur. 2010; Spearman i sur. 2014). Medutim,
moguéi ucinak proteinskog izolata i hidrolizata iz uljne pogace lana na
proliferaciju i produktivnost industrijski vaznih stani¢nih linija do sada
nije temeljito istrazen. Imajuéi u vidu dosad ispitana i dokazana svojst-
va proteinskih hidrolizata razli¢itog biljnog podrijetla na rast i produk-
tivnost stanica, cilj ovog rada je bio ispitati uc¢inak proteinskog izolata
iz uljne pogace lana na rast i produktivnost zivotinjskih CHO-E stanica,
koje proizvode rekombinantni humani eritropoetin (rhEpo) te na rast
humanih HEK-293T stanica. Izvorno navedene stani¢ne linije spadaju
u skupinu ekspresijskog sustava stanica sisavaca i preporucene su od
vodecih regulatornih agencija (Food and Drug Administration (FDA)
i European Medicines Agency (EMA)) za proizvodnju rekombinantnih
proteina i retrovirusa u biofarmaceutskoj industriji.

Materijali i metode

Priprava proteinskog izolata iz uljne pogace lana

Pri pripremi proteinskog izolata koristena je odmascena uljna pogaca
lana dobivena od lokalnog proizvodaca (OPG Jankovi¢, Zagreb, Hr-
vatska). Postupak izolacije proveden je po protokolu Udenigwe i sur.
(2009) s odredenim modifikacijama. 75 g odmaséene pogace lana
otopljeno je u 1500 mL deionizirane vode (5% w/v) uz mijeSanje na
magnetskoj mijesalici. Smjesa je zatim zagrijana na 37 °C, pH vrijed-
nost podesena na 5,0 dodatkom 1 M HCI, nakon ¢ega je dodan enzim
celulaza (Sigma, SAD) (1% w/w). Nakon 4 sata mijeSanja, smjesa je
ohladena na 4 °C, a pH vrijednost podesena na 10,0 dodatkom 1 M
NaOH. Zatim je smjesa centrifugirana pri 4000 g, tijekom 30 minuta
na 20 °C. Supernatantu je podeSena pH vrijednosti na 4,2 dodatkom
1 M HCI sto dovodi do talozenja proteina. Slijedi jo§ jedan postupak
centrifugiranja pri 4000 g tijekom 10 min na 20 °C. Dobiveni talog je
homogeniziran deioniziranom vodom te mu je pH vrijednost podesena
na 7,0 dodatkom 1 M NaOH. Tako pripremljena suspenzija je susena
pri 45 °C preko no¢i. Nakon $to je osusen, proteinski izolat je usitnjen
u tarioniku, izvagan i spremljen na 4 °C do koristenja. Pripremljeni
proteinski izolat je otopljen u deioniziranoj vodi, steriliziran kroz filter
(0,22 um) (Corning, SAD), a sadrzaj proteina odreden je metodom po
Lowry-u (Lowry i sur. 1951).

Ucinci proteinskog izolata iz pogace lana na rast
stanicnih linija CHO-E i HEK-293T

Koristena stani¢na linija CHO-E razvijena je u Pliva d.d. (Hrvatska), a
HEK-293T donacija je Animal Cell Technology Unit iz instituta iBET
(Portugal). Nakon $to su stanice uzgajane u T-boci postigle konfluent-
nost, nacijepljene su u ploce s 24 jazice u pocetnoj koncentraciji od
2x10% st mL" u 0,5 mL DMEM medija za uzgoj (Sigma, SAD) s dodat-
kom 5% fetalnog govedeg seruma (FBS, Gibco, SAD) i 1% antibiotika
(Gibco, SAD). Stanice su ostavljene tijekom 24 h da se prihvate za dno
jazica. Nakon tog vremena, iz jazica je uklonjen medij i dodan je novi
DMEM medjj s razli¢itim koncentracijama proteinskog izolata lana i
seruma. Za HEK-293T i CHO-E stani¢ne linije pripravljen je DMEM
mediji koji sadrze 5% seruma te je u sve medije dodan proteinski izolat
iz pogace lana u koncentracijama od 0,1 - 4 g L. Kao kontrola sluzio je
DMEM medij s dodatkom 5% seruma, a bez dodatka izolata proteina. U
pripremljenim medijima odredena je koncentracija proteina metodom
po Lowry-u, a profil proteina odreden je SDS-PAGE elektroforezom po
Laemmli-ju (Laemmli 1970).

Odredivanje broja stanica metodom tripan-plavo

Dinamika rasta stanica pracena je tijekom Sest dana brojanjem u Neu-
bauerovoj komorici uz dodatak boje tripan-plavo. Hranjivi medij je uk-
lonjen iz jazica te je dodano 0,1 mL tripsina. Nakon odvajanja stanica
dodano je 0,2 mL DMEM medija sa serumom kako bi se sprijecilo
daljnje djelovanje tripsina na stanice. Stanice su resuspendirane te je
10 pL suspenzije stanica pomijeSano s 10 pL 0,4% boje tripan-plavo
(Sigma, SAD). Od tako pripremljenog uzorka alikvotirano je 10 pL koji
su naneSeni u Neubauerovu komoricu. Pod mikroskopom je odreden
broj zivih stanica brojanjem u Cetiri srediSnja kvadrata komorice dok se
mrtve stanice zbog osteCene membrane boje plavo.

Odredivanje koncentracije specificnog

rekombinantnog proteina

Koncentracija rekombinantnog humanog eritropoetina kojeg proizvo-
di stani¢na linija CHO-E odredena je komercijalnim imunoenzimskim
ELISA testom (Sigma-Aldrich, SAD) po protokolu proizvodaca.

Rezultati i rasprava

Nusproizvodi prehrambene industrije, koji izmedu ostalih komponenti
sadrze i proteine, predstavljaju potencijalnu sirovinu s mogu¢om prim-
jenom za uzgoj kultura zivotinjskih stanica. Prema dostupnoj literaturi
ucinak proteinskog izolata i hidrolizata iz uljne pogace lana na rast i
produktivnost zivotinjskih stanica do sada nije bio ispitan. Stoga je cilj
ovog istrazivanja bio odrediti u¢inak proteinskog izolata, meduproiz-
voda u procesu priprave hidrolizata, na rast i produktivnost stani¢ne
linije CHO-E. Takoder, ispitan je i u¢inak dodatka proteinskog izolata
iz pogace lana na rast HEK-293T stanice. Rast CHO-E i HEK-293T
stanica pracen je tijekom 144 sata, pri c¢emu su obje stani¢ne linije na-
kon 96 sati usle u stacionarnu fazu rasta nakon ¢ega je analiziran u¢inak
izolata.

Koncentracija proteina u pripravljenom proteinskom izolatu iznosi-
la je 45,6 g L', odnosno udio proteina u izolatu s obzirom na podet-
nu masu pogace lana iznosio je 43,7% (w/w). Uzevsi u obzir pocet-
ni udio proteina u pogaci lana, Mueller i sur. (2010) i Gutiérrez i sur.
(2010) su u svojim ispitivanjima postigli udio izmedu 50-65%. Raz-
like u dobivenim udjelima proteina mogu se pripisati razli¢itim uvje-
tima izolacije kao i razli¢itoj pocetnoj sirovini. Za potrebe istrazivanja
ucinaka proteinskog izolata na rast stani¢nih linija HEK-293T i CHO-E
pripremljen je DMEM hranjivi mediji, s razli¢itim koncentracijama se-
ruma i proteinskog izolata iz uljne pogace lana te je odreden njihov
sadrzaj proteina i proteinski profil SDS-PAGE elektroforezom (Slika 1
a.ib.). NaSlici 1 a. vrpce veli¢ine 58-72 kDa predstavljaju proteine se-
ruma, dok vrpce veli¢ine 22-25 kDa pripadaju proteinima izolata. Vidl-
jivo je kako se povecanjem koncentracija proteinskog izolata dodanih
u hranjivi medij povecava i intenzitet vrpci veli¢ine 22-25 kDa (Slika 1
a.) kao i ukupna koncentracij proteina u pripravljenim medijima

(Slika 1 b.).
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Slika 1. a) SDS-PAGE- proteinski profil u uzorcima medija. S-standardi. Medij s 5% seruma te 0, 1, 2 i 4 g L izolata pogace lana
(1-4)i 0,1, 0,21 0,4 g L izolata pogace lana (5-7).

b) Ukupna koncentracija proteina u medijima nakon dodatka seruma i proteinskog izolata iz uljne pogace lana (1-7).

Figure 1. a) SDS-PAGE- protein profile in media samples. S-standards. Medium with 5% serum and 0, 1, 2 and 4 g L' of protein
isolate from flaxseed oil cake (1-4) and 0.1, 0.2 and 0.4 g L flaxseed oil cake protein isolate (5-7).

b) Total protein concentration in media after addition of serum and protein isolate from flaxseed oil cake (1-7).

Na krivulji rasta stani¢ne linije HEK-293T (Slika 2 a.) moze se uociti da jedino dodatak proteinskog izolata uljne pogace lana od 0,1 g L' u
hranjivi medij ima blago pozitivan u¢inak na stani¢ni rast s obzirom na kontrolu u eksponencionalnoj fazi rasta (96 h). To je vidljivo i iz Slike
2 b. gdje stanice u mediju s dodatkom 0,1 g L' izolata imaju najvec¢u specifiénu brzinu rasta 0,0418 h'!. Stanice uzgajane u hranjivom mediju u
koji je dodano 1 g L' izolatane pokazuju ni pozitivan ni negativan u¢inak na rast stanica, dok dodatak izolata u ostalim koncentracijama pokazuje
inhibitorni u¢inak na rast.
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Slika 2. a) Krivulja rasta HEK-293T stanica pri razlicitim koncentracijama proteinskog izolata iz uljne pogace lana u mediju s
5% seruma. Punom linijom oznacene su stanice uzgajane u mediju s dodatkom 0,1, 0,2 i 0,4 g L' proteinskog izolata, a iscrtkanom
linijom s dodatkom 10x vece koncentracije. Kontrola je prikazana tockastom linijom.

b) Specificna brzina rasta HEK-293T stanica kultiviranih bez ili uz dodatak razlicitih koncentracija proteinskog izolata (0,1 -4 g
L) u mediju s 5% seruma.

Figure 2. a) Growth curve of HEK-293T cells in culture medium supplemented with serum (5%,) and different concentrations of
flaxseed protein isolate. Full line indicates cells grown in media supplemented with 0.1, 0.2, and 0.4 g L' protein isolate, while
media supplemented with 10x higher concentrations are marked with dashed line. Control is shown with dotted line.

b) Specific growth rate of HEK-293T cells cultured without or with addition of different concentrations of protein isolate (0.1 - 4 g
L) in medium with 5% serum.

Ispitivanje utjecaja proteinskog izolata uljne pogace lana na rast je provedeno i s CHO-E stani¢nom linijom pri ¢emu je pracen i ucinak izolata
na njihovu produktivnost s obzirom da se radi o stani¢noj liniji koja proizvodi rekombinantni humani eritropoetin. Slicno kao i kod HEK-293T
stanica, CHO-E stanice uzgajane u mediju s dodatkom 0,1 g L' pokazuju blago stimuliraju¢i u¢inak na rast stanica. No, za razliku od HEK-293T
stanica kod kojih dodatak od 0,2 g L' izolata pokazuje negativan utjecaj na rast stanica, kod CHO-E stani¢ne linije je pri toj koncentraciji zapazen
najbolji rast stanica u odnosu na kontrolu, §to je vidljivo i iz vrijednosti specificne brzine rasta (Slika 3 a. i b.). Sli¢no kao i kod HEK-293T stanica,

CHO-E stanice s dodatkom 1 g L' proteinskog izolata rastu kao i u kontrolnom mediju, dok dodatak ostalih koncentracija izolata u hranjivi medij
dovodi do inhibicije rasta CHO-E stanica.
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Slika 3. a) Krivulja rasta CHO-E stanica pri razlicitim koncentracijama proteinskog izolata iz uljne pogace lana u mediju s 5%
seruma. Punom linijom oznacene su stanice uzgajane u mediju s dodatkom 0,1, 0,2 i 0,4 g L proteinskog izolata, a iscrtkanom
linijom s dodatkom 10x vece koncentracije. Kontrola je prikazana tockastom linijom.

b) Specificna brzina rasta CHO-E stanica kultiviranih bez ili uz dodatak razlicitih koncentracija proteinskog izolata (0,1 - 4 g L)
u mediju s 5% seruma.

Figure 3. a) Growth curve of CHO-E cells in culture medium supplemented with serum (5%) and different concentrations of flax-
seed protein isolate. Full line indicates cells grown in media supplemented with 0.1, 0.2, and 0.4 g L' protein isolate, while media
supplemented with 10x higher concentrations are marked with dashed line. Control is shown with dotted line.

b) Specific growth rate of CHO-E cells cultured without or with addition of different concentrations of protein isolate (0.1 - 4 g L)
in medium with 5% serum.

Takoder, odredivana je i produktivnost CHO-E stani¢ne linije u hranjivom mediju s 5% seruma i razli¢itim koncentracijama izolata nakon 96 sati
uzgoja ELISA metodom. Dobiveni rezultati upuéuju da najveéu produktivnost u odnosu na kontrolu pokazuju stanice uzgajane u mediju s do-
datkom 0,1 g L' 0,2 g L' izolata (Slika 4). Dobiveni rezultati produktivnosti su u korelaciji s rezultatima rasta stanica. Uo¢ljivo je da proteinski
izolat uljne pogace lana dodan u hranjivi medij u koncentracijama ve¢im od 0,2 g L' ima isti ili slabiji u¢inak na rast i produktivnost ispitivanih
stani¢nih linija u odnosu na kontrolu, tj. na stanice uzgajane u mediju s 5% seruma bez dodatka izolata. Dobiveni rezultati mogli bi se objasniti
¢injenicom da proteinski izolati uljnih pogaca posjeduju zadovoljavajucu koli¢inu i povoljan sastav aminokiselina, no imaju ograni¢ena bioaktivna
svojstva. Kako bi se poboljsale bioloske funkcije proteina iz uljnih pogaca, potrebno je provesti hidrolizu proteinskih izolata (Teh i Bekhit 2015).
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Isto tako, moguce je da dodatak vecih koncentracija izolata dovodi do toga da se u mediju akumuliraju proteini koje stanice ne mogu iskoristiti
zbog velikih molekulskih masa (>10 kDa) te dolazi do zasi¢enja i samim time inhibitornog u¢inka na stani¢ni rast i produktivnost. Zbog nave-
denih razloga veéina se istrazivanja fokusira na ispitivanje peptida, koji su zbog svoje manje molekulske mase te bioaktivnih svojstava, dostupniji
stanicama te takoder mogu djelovati kao stimulatori stani¢nih funkcija (Siemensma i sur. 2010).
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Slika 4. Relativna volumetrijska produktivnost CHO-E stanicne linije.

Figure 4. Relative volumetric production of CHO-E cell line.

Zakljuéci

Koristenjem uljne pogace kao izvora proteina za primjenu u tehnologiji
stanica stvara se dodana vrijednost otpadnom materijalu iz prehram-
bene industrije ¢ime se poboljSava ekonomska isplativost i odrzivost
proizvodnog procesa. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da tijekom
eksponencionalne faze rasta (96 h) dodatak proteinskog izolata uljne
pogace lana u koncentracijama ve¢im od 0,2 g L' za CHO-E stanice,
odnosno 0,1 g L' za HEK-293T stanice, u hranjivi medij s 5% seruma
ne utjeCe pozitivno na rast stanica, nego Stovise ima inhibitorno djelo-
vanje.

Blago stimuliraju¢i u¢inak na rast imaju samo vrlo niske odnosno na-
jmanja koncentracija izolata otopljenog u mediju s 5% seruma. Kod
CHO-E stanica pozitivan ucinak dodanih niskih koncentracija izolata
odrazava se i na poboljsanu produktivnost tih proizvodnih stanica. Pri-
kazani rezultati ukazuju na to da se blagi pozitivni uc¢inak na stani¢ni
rast i produktivnost ne mogu pripisati iskljuc¢ivo proteinima izoliranim
iz uljne pogace lana. Zapravo je vjerojatnije da oni djeluju inhibitorno,
dok neki drugi bioloski aktivni spojevi, medu njima i peptidi, dopri-
nose stani¢noj proliferaciji, no tek pri snizenim koncentracijama uk-
upnih proteina. Budu¢i da dosada, u dostupnoj znanstvenoj literaturi,
nije istraZzen utjecaj proteinskog izolata uljne pogace lana na rast i pro-
duktivnost stanica, u nastavku istrazivanja nuzno je povezati i objasniti
dobivene rezultate s temeljitijom analizom izolata. Rezultati prikazani

u ovom radu ukazuju na to da proteinski izolati velikih molekulskih
masa imaju ogranicena bioaktivna svojstva te da ih stanice slabije isko-
riStavaju $to dovodi do njihovog nakupljanja te negativnog utjecaja na
stani¢ni rast i produktivnost. Stoga ¢e nasa daljnja istrazivanja biti usm-
jerena na ispitivanje u¢inka proteinskih hidrolizata uljne pogace lana na
rast 1 produktivnost industrijski znacajnih stani¢nih linija.
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